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INTRODU(;AO

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, possui alto valor nutritivo e
socioecondmico, pois mobiliza um grande contingente de mao-de-obra, permite retorno
rapido ao produtor e € geradora de divisas (Ganga, 2002).

Em 2008 o Brasil era o quarto maior produtor mundial de banana, produzindo mais
de 7 milhdes de toneladas de frutos por ano, em uma area de 513 mil hectares (FAO, 2010).

Embora exista um nimero expressivo de variedades de banana no Brasil, quando se
considera preferéncia dos consumidores, produtividade, tolerdncia a pragas, porte
adequado, resisténcia a seca e ao frio, restam poucas variedades com potencial agronédmico
para utilizacdo comercial. Estratégias alternativas de melhoramento genético da bananeira,
fundamentadas na duplicacdo de cromossomos tem a funcdo de gerar hibridos com
caracteristicas desejaveis pelo programa de melhoramento genético da cultura (Vakili, 1967;
Stover e Buddenhagen, 1986).

A citometria de fluxo pode ser uma ferramenta que para avaliar o conteido de DNA
em plantas que sofreram duplicacdo cromossdémica. Varios fatores afetam esse tipo de
andlise, entre eles estd o estado da amostra que é influenciado por fatores abidticos tais
como tempo de armazenamento e pela temperatura e umidade as quais as amostras sao
submetidas.

Diante disso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a influéncia do tempo,

temperatura e umidade de armazenamento na qualidade de analise de citometria de fluxo

de bananeira dipl6ide 2803-01.

MATERIAL E METODOS



O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras. As analises foram realizadas em bananeiras diploides 2803-01 mantidas
em vasos em casa de vegetacdo. Para a determinacdo do conteido de DNA,
aproximadamente 70 mg de tecido foliar de plantas de bananeira foram triturados, em placa
de Petri, contendo 1 mL dos seguintes tamp@es de extracdo LBO1. A suspensao de nucleos
foi aspirada através de duas camadas de gaze, com auxilio de uma pipeta plastica e filtrada
através de uma malha de 50 ym. Todo esse processo foi realizado sobre um recipiente
contendo gelo triturado. Posteriormente, as amostras foram coradas com 25 pl de lodeto de
Propideo e armazenadas no escuro, dentro de um recipiente com gelo triturado e em
seguidas analisadas. O delineamento foi inteiramente casualizado com 3 repeticbes e o
esquema fatorial foi em fatorial 7x2x2, sendo sete tempos de armazenamento (0, 1, 2, 3, 4,
5, 6, e 7 dia(s)), duas temperaturas (4°C e 20°C) e duas condi¢cbes de umidade (com e sem
algoddo umedecido com &gua destilada). Para cada amostra, 10 mil nucleos foram
analisados utilizando-se escala logaritmica. A analise foi realizada no citbmetro Facscalibur
(Becton Dickinson), os histogramas e os coeficientes de variacdo (CV(s)) foram obtidos pelo
software Cell Quest e analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razédo entre
as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nucleos que estao na fase G1 da Interfase)
do padrdo de referéncia (P. sativum) e dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta
razdo pela quantidade de DNA do padrédo de referéncia (9,09 pg). Esses valores foram
submetidos a andlise de variancia pelo teste F e, quando significativo os dados foram

comprados pelo teste de médias Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 verifica-se que para a variavel coeficiente de variacdo houve diferenca
significativa apenas para o fator umidade. Os outros valores apresentaram-se
estatisticamente iguais, independente das condicbes as quais as amostras foram
submetidas.

Quando colocadas na auséncia de algoddo umedecido e a temperatura ambiente
(20°C) as analises das amostras mantidas por mais de trés dias apresentaram de qualidade
inferior aquelas que foram analisadas até o terceiro dia. Isso leva a inferir que a temperatura
ambiente que neste caso foi mais elevada e em baixa umidade as amostras de plantas de
bananeira devem ser armazenadas por no maximo trés dias (Tabela 1). Porém os resultados
de coeficiente de variacdo obtidos neste experimento, segundo (Marie e Brown, 1993),
indicam a confiabilidade dos resultados pois CVs com valores entre 1-2% s&o considerados

de alta qualidade e, proximos a 3%, como resultados de rotina. E em publicacdes



internacionais, coeficientes de variagdo menores que 5% sao aceitaveis (Galbraith et al.,
1983).

Tabela 1. Coeficientes de variacdo de amostras de folha de bananeira 2803-01 submetidas a
diferentes tempos (dias), temperaturas e condi¢cdes de umidade (CA — com algodao
umedecido e SA — sem algoddo umedecido). Lavras, MG, 2010.

, 4°C 20°C
Tempo (dia(s)) CA SA CA SA
0 1,00 cAa 1,33 aAa 1,00 aAa 1,00 aAa
1 1,33 aAa 1,33 aAa 2,00 aAa 2,00 aAb
2 1,00 aAa 1,33 aAa 2,00 aAa 1,33 aAa
3 1,00 cAa 1,00 aAa 1,00 cAa 1,33 oAa
4 1,00 aAa 1,33 aAa 2,00 aAa 2,33 aAb
5 1,00 aAa 1,00 aAa 1,67 aAa 2,33 aAb
6 1,00 aAa 1,67 aAa 2,00 aAa 1,67 oAb
7 1,00 aAa 1,67 aAa 2,00 aAa 2,67 aAb

*médias seguidas das mesmas letras minlUsculas nas colunas, mailsculas nas linhas e gregas entre
temperaturas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Na tabela 2, pode-se observar os valores do contetdo de DNA das amostras
submetidas as diferentes condi¢Bes abitticas ja citadas. Houve diferencga significativa entre
as amostras armazenadas por um dia e na auséncia de algoddo umedecido, entre o0s
diferentes tempos de armazenamento nas plantas também mantidas na auséncia de
temperatura nas duas temperaturas.

Nas amostras armazenadas por um periodo de um dia e na auséncia de algodao
umedecido, sendo este responsavel por manter a umidade em niveis ideais, as plantas
mantidas em temperatura ambiente (20°C) apresentaram contetdo de DNA superior aquelas
armazenadas a 4°C (Tabela 2).

Quando se considera apenas o efeito do tempo (dias) em amostras mantidas a 4°C
na auséncia de algodéo o pior resultado foi verificado no ultimo dia de avalia¢ao, ficando o
conteado de DNA muito inferior ao esperado para amostras de bananeira (1,12 pg) (Tabela
2).

Para amostras mantida a temperatura ambiente e sem algoddo umedecido,
observou-se resultados satisfatorios (proximos a 1,12 pg) para as amostras mantidas de 1 a

3 dias, sendo que estes resultados nao diferiram estatisticamente (Tabela 2).

Tabela 2. Contetdo de DNA (pg) de amostras de folha de bananeira 2803-01 submetidas a
diferentes tempos (dias), temperaturas e condicdes de umidade (CA — com algodao
umedecido e SA — sem algoddo umedecido). Lavras-MG, UFLA, 2010.



. 4°C 20°C
Tempo (dia(s)) CA SA CA SA
0 1,16 cdAa 1,09 oAa 1,13 oAa 1,09 oAb
1 1,09 cAa 1,02 BAb 1,03 cAa 1,14 aAa
2 1,16 oAa 1,15 oAa 1,16 oAa 1,15 oAa
3 1,12 oAa 1,17 oAa 1,08 aAa 1,17 aAa
4 1,04 aAa 1,03 aAa 1,03 aAa 1,09 oAb
5 1,08 aAa 1,00 aAa 1,05 aAa 1,02 oAb
6 1,08 adAa 1,09 oAa 1,11 oAa 1,08 oAb
7 1,12 adAa 0,96 aBa 1,07 oAa 1,04 oAb

*médias seguidas das mesmas letras minlUsculas nas colunas, mailsculas nas linhas e gregas entre
temperaturas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

CONCLUSOES

A presenca de algoddo umedecido garante a qualidade de analises de citometria de
fluxo de bananeira 2803-01, independente do tempo de armazenamento (até 7 dias) e da

temperatura (4°C ou 20°C).
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